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I 
摘 要 
目的：研究 SAHA 对多发性骨髓瘤细胞株 U266 细胞增殖和凋亡的影响，观察
U266 细胞中乙酰化的组蛋白 Ras/Raf /Mek /Erk 和 scf、IL-1β因子表达的变化，
探讨其抗多发性骨髓瘤细胞的分子生物学机制。 
方法：采用胎盘蓝计数、四氮哇蓝(MTT)比色法检测 U266 细胞增
殖;AllllexinV 和 PI 染色后应用流式细胞仪检测细胞凋亡率; Western-blot 方
法检测信号转导通路 Ras/Raf /Mek /Erk 的相关蛋白表达水平的改变，ELISA 法
检测 SCF、IL-1β因子表达的变化。 
结果：SAHA 可明显抑制 U266 细胞增殖，且具有时间剂量依赖性(P<0.05);
不同浓度 SAHA 处理 U266 细胞 48h 后，可明显诱导细胞凋亡，呈剂量依赖性
(P<0.05)，不同浓度的 SAHA(0.5、1、2、4umol/L)诱导 KM3 细胞的凋亡率分别
为  (11.77 士 4.64)%、(22.13 士 1.20)%、(23.95 士 2.57)%和(42.72 士 4.61)%，
呈剂量依赖性(P<0.05); W e s te rn －b lo t结果显示SAHA可降低Ras/Raf /Mek 
/Erk 通路蛋白的表达，且呈时间依赖性。ELISA 结果示 SAHA 处理后明显抑制 LI
一 lβ、SCF 两种细胞因子的表达(P<0.05)。 
结论：SAHA 作为一种新型的组蛋白去乙酰化酶抑制剂(HDAIS)对多发性骨髓瘤细
胞株 U266 细胞具有增殖抑制和诱导凋亡作用。主要通过与阻断细胞增殖相关的
P44 /42MAPK 信号通路和抑制 U266 细胞 IL 一 lβ、SCF 细胞因子的分泌来发挥
作用 













   
II 
Abstract 
objective:To study the effects of SAHA on multiple myeloma cell line U266 eells 
in vitro and the underlying mechanism of SAHA in the treatment of MM were 
investigated. 
Methods:U266 cells were cultured in RPMll640 medium and treated with SAHA 
in different concentration.The cell proliferation was measured by 3-[4 ，
5-dimehyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide(MTT)assay;the 
AnllexinV and Pl staining was used to detect the apoptosis rates:the expression  of  
cell  signaling  proteins  were detected  by Western-blot analysis.;the expressions 
of IL 一 lβ、SCF was detected by ELISA .The results were analysised using t test. 
Results:The Proliferation rate of U266 cells was decreased in SAHA-treated 
group in a time-dose dependent manner (P<0.05).And the AnnexinV and Pl staining 
showed SAHA can induce apoptosis of U266 cells， treatment with SAHA(0.5、l、2 
and 4umol/L)for 48h， the apoptosis rates of U266 cells were(11.77 士 4.64)%、(22.13
士 1.20)%、(23.95 士.2.57)%and(42.72 士 4.61)% respectively.The Western blot 
analysis indicated the activation of survival signal pathways after SAHA treatment， 
the phosphorylation of Raf and its downs tream ERK kinases were rem arkable 
downregulated.  
Conclusion:SAHA ，as an histone deacetylase inhibitor，is able to inhibit the 
proliferation and induce apoptosis of U266 cells mediated by inactivation of p44 /42 
MA PK signaling pathway and downregulate significnatly the expressions of IL 一 lβ、
SCF .It plays important role in regulating proliferation and apoptosis of multiple 
myeloma cell line U266cells invitro. 




















MM         multiple myeloma                   多发性骨髓瘤 
HAT        Histone acetylase                  组蛋白乙酰化酶 
HDAC       Histone deacetylase                组蛋白去乙酰化酶 
HDACI      Histone deacetylase inhibitor      组蛋白去乙酰化酶抑制剂 
PBS        Phosphate-bufferd saline           磷酸缓冲盐溶液 
SAHA       suberoylanilide hydroxamic acid 
MTT    3-[4，5-dimehyl-2-thiazolyl]-2，5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide 
甲基噻唑基四唑(商品名，四氮唑蓝) 
PI         Propidium  Iodide                  碘化丙啶 
BM-MSCs    bone marrow mesenchymal stem cell  骨髓间充质干细胞 
SCF        stem cell factor                   干细胞因子 
MAPK       Mitogen-activated protein kinase   有丝分裂原激活蛋白激酶 
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菌素A ( trichostatin A，TSA) 、辛二酰苯胺异羟肟酸( suberoylanilide hydroxamic 
acid，SAHA) 、oxamflatin和LAQ824; ②环四肽类，包括缩酚酸肽和apicidine; ③
脂肪酸类，如丙戊酸; ④苯甲酰胺类，如MS－275; ⑤亲电子酮类，如三氟甲酮



























































酶 (Extracellular signal-regulated protein Kinase，ERK)亚族;e一Jun氨基端激酶/应
激活化蛋白激酶 (c-Jun NH2-  terminal protein Kinase/Stress-activated protein 
Kinase，JNK-SAPK)亚族;P38MAPK亚族[20]。MAPK级联反应一般由3 至5 个环
节组成: 丝裂原活化蛋白4 激酶(mitogen2activated p rotein 4 kinase, MAP4K) 、丝
裂原活化蛋白3激酶(MAP3K) 、丝裂原活化蛋白2激酶(MAP2K) 、MAPK和




偶联受体( G-p rotein coupled receptor， GPCR)等，并参与调控增殖、分化、凋亡














作用的循环 [22，23，24]。这些细胞因子中IL - 6、IGF - 1、和VEGF可通过Ras/Raf 
/Mek/Erk通路促进MM细胞增殖， IL- 6、VEGF也可激活JAK2 /STAT3促进MM






























































































  第二章 材料和方法 
7 
2.2 主要仪器 
流式细胞仪                德国PRATEC 
Model550酶标仪            Molecular Devices Corporation 
CO2培养箱                Thermo Forma Inc 
蛋白电泳槽                 Bio-RAD Inc US 
AX-IIX线摄影暗匣          广东粤华医疗器械厂 
低温离心机                 Sigma 
水浴温控仪                 上海精宏实验设备有限公司 
电子天平                   梅特勒-托利多上海有限公司 
荧光显微镜                 Nikon TE2000-s 
微量可调加样器             Eppendorf 
96孔培养板美国             Corning Incorporated 
生物净化工作台             苏州净化设备有限公司 
微孔滤器                   美国Millipore公司 









































5.  Tris-HCl（0.5M，pH6.8）：称取Tris碱6g溶于40ml一蒸水中，用1mol/L HCl
（约48ml）调节至pH6.8，再加水稀释到100m的终体积，过滤后4℃保存。 




8.  10%SDS：称取SDS 1g溶于10mL蒸馏水中，室温保存。 
9.  10%APS：称取1克APS，加入10ml双蒸水，分装后-200C保存备用。 
10.  WB用封闭液：称5g脱脂奶粉，加入TBST，定容至100ml。 
11.  2×SDS上样缓冲液配制： 
0.5Tris·CI(pH6.8)               5ml 
20%SDS                        4ml 
50%甘油                        4ml 
2%溴酚蓝                       4ml 
β-巯基乙醇                     1ml 
去离子水                        6ml 
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